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本研究は、分子シャペロン Calnexin/Calreticulin (CNX/CRT)と複合体を形成する Protein 








は PDI ファミリータンパク質 (PDIs) の 1 つである ERp57と複合体を形成することが明らかと
なっている。PDI は、分子内に Cys-Xxx-Xxx-Cys (CXXC motif)を有しており、ジスルフィド結
合形成における酸化還元触媒として機能する。PDI 類縁体である ERp57 も CXXC motif を有し
ており、ジスルフィド結合形成の触媒として機能する。したがって、CNX/CRT は ERp57 と複
合体を形成することで、協同的に新生糖タンパク質のフォールディングを補助していると考えら
れている。一方、これまでに、ERp57 以外の PDI ファミリータンパク質の糖タンパク質品質管
理機構への関与は示されていない。そこで本研究では CNX と複合体を形成する PDIs の探索を
行った。また、新たに示された CNX-PDIs 複合体の機能や性質に関する検討を行った。 
 
はじめに、CNX と相互作用する PDIs の探索を行った。CNX 固定粒子を作製し、5 種の組み
換え PDIs (ERp18, ERp27, ERp29, ERp44, PDIp)タンパク質溶液を用いたプルダウン実験を行
った。この結果、CNX が ERp29 と相互作用することが明らかとなった。また、CNX-ERp29 複
合体と CNX-ERp57 複合体の解離定数は同程度であることが示された。さらに、CNX 内部の
ERp57 との結合に関わるアミノ酸を変異させた CNX 変異体を作製し、ERp57 及び ERp29 に対
するプルダウン実験を行った。この結果、CNX 変異体と ERp57 の複合体形成率は 87.5%低下し
た。一方、CNX 変異体と ERp29 の複合体形成率の低下は 50％程度にとどまった。このことか
ら、CNX における ERp57 と ERp29 の直接的な相互作用部位は異なることが示唆された。 
 
ERp29 は、ホモダイマーを形成する性質を持つ PDIs であり、2 種類のドメイン (b domain, D 
domain) から構成される。このうち、PDI 類似構造である b domain はジスルフィド結合の酸化
還元能力は有さない一方で、ERp29 ダイマーの結合ドメインとして機能することが知られてい
る。また、ERp29 の D domain は CNX/CRT と結合することが報告されている。このことから、
CNX-ERp29 複合体において ERp29 が 2 つの CNX を連結するリンカーとして機能し、CNX ダ
イマーが形成すると予想した。CNX 固定粒子を用いたプルダウン実験、クロスリンク実験及び
凝集沈殿法により、ERp29 を介したシャペロンダイマーの形成評価を行った。この結果、
CNX-ERp29 複合体の分子量が 2 分子の CNX と 2 分子の ERp29 の合計分子量とよく一致して
いることが示唆された。また、ERp29 を介して CNX が連結している可能性が示された。したが
って、ERp29 を介した CNX ダイマーを形成していることが明らかとなった。また、CNX ホモ
ダイマーだけでなく、CNX-CRT ヘテロダイマーについても形成することが示された。 
 
続いて、CNX のシャペロン機能に対する ERp29 の影響を評価した。CNX-ERp29 複合体の表
面疎水性、疎水性ペプチドとの結合性、タンパク質の熱凝集に対する抑制能力の 3 種の性質に関
する評価を実施した。この結果、CNX-ERp29 複合体のシャペロン能力は CNX 単体と同程度で





Amyloid 1-42 (A1-42)を使用した。ERp29 の共存条件で A1-42の線維化を行い、アミロイド線維
の形成を評価したところ、A1-42の線維化の抑制が確認された。このことから、ERp29 が特異的
なタンパク質に対してシャペロンとして機能する可能性が示された。さらに、CNX が ERp29 の
安定性に寄与することを予想し、ERp29 の熱安定性を評価した。50℃における ERp29 溶液の濁
度を観察したところ、ERp29 溶液の経時的な濁度上昇が認められた。また、ERp29 溶液の濁度
上昇は、共存する CNX の濃度に依存して抑制された。このことから CNX が ERp29 の熱安定性
に寄与していることが示された。 
 
本研究では、ERp29 が CNX と複合体を形成することを明らかにした。また、ERp29 を介し
てシャペロンがダイマーを形成していることを示した。CNX が ERp29 を介してダイマー化する
理由についてはさらなる検討が必要であるが、本研究で我々が見出した CNX-ERp29 複合体の形
成は、ストレス状態においても ERp29 が安定に存在できる可能性を示している。 
 
 
【論文審査の結果の要旨】 
 
小胞体内在シャペロンであるCalnexin(CNX)とPDIファミリータンパク質ERp29
の複合体形成に関する生化学的研究が学位論文の主軸となる。CNXと ERp29の相互
作用を定量的に解析し、CNXが ERp29をリクルートする可能性を示した。この成果
に基づき、ERp29が CNX二量体形成におけるリンカーとして機能していることを明
らかにした。CNXが自己二量化することはこれまでに報告があったが、ERp29を介
した二量体形成は初めての報告となり糖タンパク質品質管理機構の機能解明におけ
る重要な発見であるといえる。CNX のシャペロン機能（凝集抑制効果、疎水性ペプ
チド相互作用）において、ERp29 の結合が機能に影響することは無かった。ERp29
はシャペロン機能を持たないことから、CNX の二量化がシャペロン機能の調節を目
的として行われていないことが示唆された。興味深いことに、シャペロン機能のない
ERp29 がアミロイド性ペプチドの線維凝集化を効果的に抑制することを見出してお
り、ERp29 が特定の分子と相互作用する可能性を示している。上記より、生化学的
に意義ある結果が得られており、博士学位に見合うものと判断する。 
